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リ ン パ 組織微小環境内で抗原刺激 を受けて活性化 し たリ ン パ 球 は, 分化増殖 の 後 に末梢 へ 向か い そ の 機能を発揮する . しか
し増殖 した 活性化リ ン パ 球の 大部分は ア ポ ト ー シ ス に至り, 会食細胞な どの 働 きに より速や か に生 体内より除去 され る . 従 っ
て, 抗原刺激の 指標 となる こ れ ら活性化リ ン パ 球を末梢血中に検出する こ と は ま れで ある . 本研究で は , 末梢血 中の ア ポ ト ー
シ ス 指向性リ ン パ 球 の 出現をア ネ キ シ ン Ⅴ(an n e xin V) 結合法 により検討 した . アネキ シ ン Ⅴは ア ポ ト ー シ ス 早期に細胞膜表
面に露出する フ ォ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン bho sphatidylse rin e, PS) に特異的に結合す る性質を有 して い る . ア ポ ト ー シス 指向性
1) ン パ 球 は, 形態学的に 正 常リ ン パ 球と 区別できず, 前方散乱が 正常 で か つ ヨ ウ化 プ ロ ビ ジウ ム (propidiu miodide, PI)を結
合し な い 細胞 と定義 し た . し か し, こ れ ら の 細胞 は, 短時間の 試験管内で の 培養の 後 に表面 にPS を発現, 蛍光標識 した ア ネ
キ シ ン Ⅴ を強く結合 し た. 正常対照, あ る い は 急性発熱疾患恩児の 末梢血 より分離 し た直後の リ ン パ 球は , 全くア ネキ シ ン Ⅴ
を結合 し なか っ た . しか しなが ら, 急性 感染症患児の リ ン パ 球 の 一 部は 短時間の 培養の 後に 強い ア ネキ シ ン Ⅴ結合性 を示 した .
一 方 , 正常対照由来の リ ン パ 球 は試験管内で の 培養の 後も ア ネキ シ ン Ⅴを結合 せず, こ の よ うなア ポ ト ー シス 指 向性 リ ン パ 球
の 出現は 急性感染症 に特徴的であ る こ とが 示唆 され た . 細菌感染症な ら び に ウイ ル ス 感 染症 にお い て , ア ネキ シ ン Ⅴ結合細胞
の多く はB細胞 であ っ た . しか し, ウ イ ル ス 感染症 にお い て は , T細胞 の 一 部 も明らか に アネキ シン Ⅴを結合 した. ナチ ュ ラ
ル キ ラ ー (n atu ral kille r, N K) 細胞に よ る アネ キ シ ン Ⅴ結合は殆 ど認め ら れ なか っ た . アネキ シ ン V を結合す るT細胞 の 殆 どは
HI A D R や C D 4 5R O な どの 活性化表面抗原を発現 し てお り, こ の よう なT細胞が生体内で活性化 され た 細胞である こ と が示 さ
れ た . 短時間培養で誘導 さ れ る ア ポ ト ー シス に対 して, イ ン タ ー ロ イ キ ン (inte rle ukin,IL)-2ある い はIIAの 効果は多様 であ っ
たが ,
J 部の 症例に お い て は C D 8陽性 丁細胞お よ び B細胞 の ア ネキ シ ン Ⅴ結合が著 しく抑制 され た . 弱毒化生 ワク チ ン接種後
24時間で末梢血中 に アポ ト ー シス 指向性リ ン パ 球 の 検出が 可 能で あっ た . B細胞の か なり の 部分と , T細胞 の ごく 一 部 に ア ネ
キシ ン Ⅴ結合性が誘導 さ れ た. こ れ らの 結果より , ア ネ キ シ ン Ⅴ結合法 に より検出 され る ア ポ ト ー シス 指向性リ ン パ 球 の 出現
が , 生 体 内で の 抗原感作 に よ るリ ン パ 球活性化 を直接反映 して い る こ と が示 さ れ た . 本法 は, 従来の 表面抗原解析 に比 して,
より感度が高い , リ ン パ 球活性化 の 有用 な指標となる可 能性が示唆さ れ た.
鮎 y w o rds a cuteinfection,1ympho cyte activatio n, apOptOSis, a n n e Xin V
リ ン パ 球 は抗原刺激 に より活性化さ れ, 増殖分化す る こ と に
より, そ の エ フ ェ ク タ 一 機能を発揮する こ とが 知 ら れ て い る .
こ のよう な抗原特異的リ ン パ 球 の 活性化 は通常, 濃縮 され た 抗
原刺激と抗原提示細胞 の 存在する リ ン パ 節等 , 末梢 リ ン パ 組織
内で有効 に惹起さ れ て い る と 考えられ て い る . 増殖 し た抗原特
異的リ ン パ 球 の 一郎は, 抗原 に対する強い 親和性を獲得す る こ
とにより , リ ン パ 節 内の 微小環境 で の 選択過程を経 て, 抗原 が
消失した 後もメ モ リ ー 細胞 と し て 生体内に残存 し次 の 抗原刺激
に備え る こ とが 示唆 さ れ て い る1＼ 一 方, 活性 化リ ン パ 球の 大
部分は増殖の 後ア ポ ト ー シ ス に 陥る と考えら れ る . ま た, ア ポ
ト ー シス 死 に 陥 っ た細胞 は速 や か に細網内皮細胞 に貪食 され 排
除さ れ る2〉. 従 っ て , 通常 の 感染症 にお い て は リ ン パ 節内 にお
け る リ ン パ 球活惟化は末梢血 に反映 され ず , 末梢血 ト=二活性化
リ ン パ 球 の 増加 を認め る こ と は 殆 ど な い . し か し, Epstein-
Ba rrウ イ ル ス (Epstein-Bar rviru S, E B V) の 初感染像である伝
性単核症 な ど に お い て は ポリ ク ロ ー ナ ル なT細胞活性化が惹起
さ れ, リ ン パ 節や 牌臓の 著明な腫脹 と と もに, 末梢血 にお い て
も活性化丁細胞 の 著 し い 増加が 観察さ れ て い る=n 句. ま た こ の
よう な活性化丁細胞 は , 末梢 血よ り単離 し試験管内で短時間培
養す る こ と に よ り速や か に ア ポ ト ー シ ス に陥 る こ と が 知ら れ て
い る
7)
. さ ら に骨髄移植後 に速ゃ か に増加 し て く る細胞も, そ
の 殆 どが C D 45 R O, H L A,D R な どの 活性化抗原を有し , そ の 多
く が ア ポ ト ー シ ス に 至 り易い 細胞 で ある こ とが 報告さ れて い
る
8)
. した が っ て , こ れ らの 活性化 丁細胞 は生 体内で既 に ア ポ
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ト ー シ ス に プ ロ グ ラ ム さ れ た細胞である と考え られ る .
急性感染症 や特定 の 抗原刺激が関与 し た疾患 にお い て, 末梢
血 中リ ン パ 球の 活性化を検出する こ と は, 疾患の 病態や 治療反
応性を評価する上で極め て 重要な こ と と思わ れ る . そ の 手段 と
し て は, T細胞上 の H I A D R抗原 や C D 45 R O発現 が用い ら れ た
り3卜 6), N K細胞上 の C D 69抗原が指標と な る こ と が 知 ら れ て い
る9卜 1Ⅰ)
. しか し, C D 4 5RO抗原 は活性化丁細胞 の み な らず メ モ
リ ー T細胞の 指標と し ても使わ れ て い る こ と か ら, 活性化 マ ー
カ ー と し て の 特 異性 は少 な い 12)13). 一 部の 急性感染症 や他 の 炎
症性疾患 にお い て は T細胞表面 の HI A D R発現 が活性化 の 指標
と して 有力で ある こ と は 知ら れ て い るが , 一 般 に は伝染性単核
症を例外 と して 急性感染症で H L むD R陽性 丁細胞 の 増加を検出
す る こ と は 困牡であ る. さ ら に, B細胞の 活性化の 指標 となる
有用な抗原 は知 ら れ て お ら ず, 生 体 内で の B細胞活性化を末梢
血検体 を用い て 客観的 に評価する こ とは殆 ど な され て い な い .
一 方, 細胞 が死 の シ グナ ル を受 け ア ポ ト ー シス が 惹起 さ れ る
と急速 に ミ トコ ン ドリ ア機能 の 変化が起 こ り
14卜 咽
, こ れを 反映
して特徴的な形態変化 が起こ る前 に , 細胞膜リ ン月旨質 の 分布異
常 が起 こ る こ と が 知 られ て い る1 7) . フ ォ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン
bho sphatidylse rin e,P S) は膜T) ン 脂質の 選択的分布調節機構 に
より , 生 細胞 で は そ の 殆 どが細胞膜内側 に分布 し, 表面 に は露
出 して い な い . しか し, ア ポ ト ー シ ス が 惹起 され る と , そ の 極
め て 早期 に PS が細胞膜外側 に露出 し18)1 9), 会食 の 標的 に な る と
考えら れ て い る2)1 3). ァネキ シ ン Ⅴ(a n n e xin V) は こ の P S に対す
る特異的結合能を有 し, ア ネキ シ ン Ⅴ の 結合を指標 と して細胞
表面 に PSを露出 し た細胞 を同定す る こ と が 可能 で ある 19卜 23)
こ の よ うな方法 に より, 細胞 の 形態変化 や D N A断片化を指標
と した従来の ア ポ ト ー シス 評価法 と異なり, ア ポ ト ー シ ス 早期
の 細胞集団を生細胞 の 状態で , しか も高感度で検出す る こ と が
可能である. 本研 究 で は, フ ロ ー サ イ ト メ トリ ー 法 を駆使 して ,
急性 感染症患児 の 末梢 血 リ ン パ 球 中に 早期 の 膜リ ン 脂 質分布の
変化を示す細胞集団 が出現す るか 否か を検討 し た.
対象お よ び方法
Ⅰ . 対 象
対象は金沢大学医学部附属病院小児科外来 な ら び に 関連病院
小児科外来を受診 し た患児(2 ～ 9歳) と し た. 伝染性単核症は
い ずれ も急性期 で , 発熱, 扁桃炎, 頚 部リ ン パ 節腫大 , 肝 脾腫
な どの 典型的な臨床像 を示 し, 血 液生化学検査 で は種 々 の 程度
の 肝機能障害を示す症例 を選ん だ . い ずれ の 症例も末梢 血 で は
リ ン パ 球, 特 に 異型リ ン パ 球の 増 加が 認め ら れ, フ ロ ー サ イ ト
メ トリ ー 法 に よ る検討 で は H I A D R, C D 45 R O を強く発現する
活性化C D 8陽性 丁細胞 の 著憎が観察 され た . 壊終 的な 診断は
E B V- ウイ ル ス カ ブ シ ド抗原 IgG高値 , E BV 核抗原陰性な ど,
E B V初感染 に 一 致する抗体価 パ タ ー ン により確認 した . そ の 佃
の 急性感染症 は , 採 血 時あ る い は 12時間以 内に 38.5 ℃以 上 の
強 い 発熱を示 した 症例 と し, 1週 間以上発熱 が持続 し て い る 症
例 や慢性炎症性疾患 に伴う発熱症例は除外 した .
こ の うち, 細菌性肺炎, 尿路感染症や細菌性髄膜炎な ど, 臨
床検査や培養所見 か ら急性細菌感染症である こ と が 明ら か なも
の を細菌感染症 と した . ま た, 水痘, 流行性耳 下腺炎, 突発性
発疹症, 風疹 な ど特徴的な臨床症状を示 し, 診 断が 明 らか な症
例を ウ イ ル ス 感染症 とした. 但 し, 末梢血白血球数の 著明な増
加 や炎症反応の 冗進 を認め る症例 は除外 した .
上
Ⅰ . 末梢 血単核細胞の分離な らびに培養
末梢血単核細胞 (m o n o n u cle ar Cell, M N C) は ヘ パ リ ン 加静脈
血 よ り フ ィ コ ー ル ･ ハ イ パ ー ク (Fic o11- Hy paqu e) 比 重遠心法に
よ り単離 し た . 単 離 し た M N C は リン 酸 綬衛 生 理 食塩水
bho sphate-buffe red s alin e, P B S, pH 7･2) に て洗浄 , 10 %非動化
牛胎児血清(f6talcalfs e rum , F C S), 25m M H E P E S, 2×10｢5M
2- メ ル カプ ト エ タ ノ ー ル , 0.3 m g/ml グル タ ミ ン , 200 U/mlペ
ニ シリ ン G, 10mg/ml ゲン タ マ イ シ ン を含 むP R M I 1640培養
液(Gibc oI.abo rato rie s, Gr and Island, U S A) に再浮遊 した. 細胞
濃度を 1× 10ソml に調節 し, 24穴 プ ラ ス チ ッ ク培 養プ レ ー ト
(Cell Cultu r eClu ste r, Tiss u eCultu reT Ye ated, No･ 3524, Cost叫
C amb ri dge, U S A) に て 一 定時間培養 した . 一 部 の 実験で は培養
開始時 に ヒ トリ コ ン ビナ ン ト イ ン タ ー ロ イ キ ン (inteIle ukin,Il)
-2(塩野義製薬, 大阪)20単位 (u nit, U)/ml ある い は ヒ トリ コ
ン ビ ナ ン トⅠし4(Phar minge n,SanDiego, U S A)50ng/mlを添加
し培養 した .
Ⅱ . リ ン パ 球亜群 に お け る ア ネ キ シ ン ∨結合解析
培養細胞をP B S にて 2回洗浄, P B S に再浮遊 し フ ィ コ エ 1)ス
リ ン (phyc o erythrin, P E) 標識抗 Le u-2a (C D 8), 抗Le u-11c
(C D 16), 抗 Leu -16(C D 20) 単ク ロ ー ン 抗 体 (m o n o clo n al
antibody, rnA b) (Be cto n Dickin s o nIm m u n o cyto metrySyste m s,
SanJos e, U S A) も しく は抗 C D 4m Ab(D A K O Co. , Cope nhagen,
De n m ark) と4℃, 20分 間反応 させ た . T細胞活性化抗原発現
と の 関連 を検討す る ため に は , P E標識抗 H I A D RmA b(Be cto n
Dickin so n)あ る い はP E標識抗 C R 45R OmA b(D A K O) と ペ 7) ジ
ニ ン ク ロ ロ フ ィ ル 蛋白 be ridinin chlo rophyllpr otein , PerC P)標
識抗 C D 4m Abある い は PerCP標識抗C D8 mA b(D A KO)と反応
させ た . 表面抗原染色 の 後, 1 % F CSな ら び に 0.1 %ア ジ化ナ
トリ ウ ム を添加 した P B S で 1回洗浄, お お よそ 1× 10
6
/mlの濃
度で 100皿lの ア ネキ シ ン Ⅴ結合解析用 へ ペ ス 綬衝液 (HIi;20
m M ヘ ペ ス , 140m M 塩 化ナ ト1) ウム , 5 m M 塩化カ リ ウム , 1
m M 塩 化 マ グネ シ ウム , 2.5 m M 塩化カ ル シ ウム , 1.2 mM .)ン
酸二 水素 カ リ ウ ム , 0.5 % ウ シ血清 ア ル ブ ミ ン) に 浮遊 し た. フ
ル オ レ ッ セ ン ･ イ ソ ナ オ シ ア ン 酸 (flu o r e s c ein is othio cya n ate,
FIT C) 標識アネ キ シ ン V (Be nde rM edsyste m, Vie n n a, Au stria)
を 最終希釈1:500 で細胞浮遊掛 二添加 , 室温で 遮光 し1 5分間反
応さ せ た . 反応終了後, 50 0mlの H B を添加 し フ ロ ー サ イ トメ
ー タ ー (Cyto ro nA bs olute, Ortho Diagn o stic Syste m s, 東京)を
用い て ア ネキ シ ン Ⅴ結合 を解析 した .
Ⅳ . ヨ ウ化 プ ロ ビ ジ ウム 取 り込 み試験
細胞死 に 至り, 細胞膜透過性 が克進 し た 細胞で は D N A結合
色素である ヨ ウ化 プ ロ ビ ジウ ム bropidiu miodide,PI)が取り込
まれ こ れ を排除する こ とが 出来 な い . こ の 性 質を 利川 し, 不可
逆的 な細胞 死 に 陥 っ た細 胞 をPIの 赤 色螢光 の 強 さ を指標と し
て フ ロ ー サ イ ト メ トリ ー 法 に よ り解析 し た . FITC 標識ア ネキ
シ ン Ⅴ を 結合 させ た 細胞浮遊液 に , 解 析前 に 最終濃度が 10
リ1/ml とな るよ う にPI溶液を添加 しフ ロ
ー サ イ ト メ トリ ー によ
り2 カ ラー 解析 を 行 っ た .
†■
.
セ ル ソ 一 夕 一 に よ る ア ネキ シ ン V結合細胞の単離
伝染性単核症 の 患者 より M NC を分離 し2時間培養, 上記の
方法 に 従い , PIなら び に ア ネ キ シ ン Ⅴを結合 させ た後に プ ロ ~
サ イ トメ ー タ ー に より螢光 パ タ ー ンを解析 した . リ ン パ 球領域
の 細胞の うち , PI陰性細胞 に関 して F 汀C陰性卵胞群と陽性細
胞群を確認 , こ れ ら を セ ル ソ 一 夕 ー (Epic sElite, Co ulter
ア ネキ シ ン Ⅴ結合法に よ る活性化リ ン パ 球の 検出
Elecb
･
O nicsInc. , Hiale ah, U SA) に よ り 単離 した . 得 られ た細胞
群をP BS にて 洗浄の 後, サ イ トス ピ ン標 本 を作成し メ イ ･ ギ ム
ザ染色を施行 , そ れ ぞ れ の 形態的特徴を光学顕微鏡 にて 観察 し
た.
Ⅵ . ワ ク チ ン 接種 に よる 末梢血 リ ン パ 球 ア ポ ト ー シス の誘導
発熱, 咳軟 , 鼻 汁な ど の 急性感染症状 の な い 健常成人5名
(25～ 35歳)を対象と し た . すべ て の 症例 で ワ ク チ ン接 種と リ





































象と なる ウイ ル ス 感染症の 既往 の 有無を, 血清中特異抗体価 の
測定 に よ り 判断 し た . 血 球凝集抑制反応 に よ る抗体価4倍以 下
を陰性 (未感染)と し, 感染既往 が な い と 考え られ る ウイ ル ス
に関 して弱毒生 ワ ク チ ンを接種 した . 最終的に ワ ク チ ン接種 の
対象とな っ た症例 は, ム ン ブス ワク チ ン 接種が 4名, 風疹 ワ ク
チ ン 接種 が1名であ っ た . ム ン ブ ス 陰性者 に は乾燥弱毒生 お た
ふ くか ぜ ワ ク チ ン (武軋 大阪), 風疹陰性者に乾燥弱毒生風疹
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Fig･1･ Flo w cyto m etric a n alysis of lym pho cyte apopto sis. M o n o n u cle ar c ells (M N C)from no r m alc o ntr oIs(A) a nd infe ctio u s
m o n o n ucle o si (B)w e re血･e Shlyisolated and in cubated fo r12 hr. De ad c ells(b)w e rede s crimin ated 血･O m Viable cells(a)by ade cr easein
fbw ard lights catte r o n cytogra m. ¶1 eba rs r epre se nt the m e a npe rc e ntage s of de ad c ells(+ S D)of 5s epar ate expe rim ents. (C)TYle
Cultu r ed cells fro minfe ctiou s m o n o n u cle o sis w er e re a cted with FIT C-1abeled a n n exin V a ndpr opidiu miodide(PI). Ⅵable cells(a)a nd
deadc ells(b)w er egated and an n e XinVbinding and PIuptake w er e a n alyzed sim ulta n e o u slybyatw o- C Olo r鮎 w cyto m etry.
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後 に ヘ パ リ ン 加採血を施行, M N C を分離 し12時間培養 し た .
培養終了後細胞を洗浄, 表面抗原を染色 の 後, FITC標識 ア ネ
キ シ ン Ⅴ結合を検討 し た . ワ ク チ ン接種後 に発熱 を含め有意 な






































































得 られ た値 は全 て平均値 士 標準偏差で表 した . 平均値の 有意
差検建 に は Welch の t検 定を用 い た . 危険 率5 %未満 の 場合
















Flu o r e s c e n c einte n sity
F 丑
Fig. 2. M orphologicalchar aCte riz atio n ofa n n e xin V-bindinglympho cyte s. M N C fro m a c uteinfectio u s m o n o n u cle o sis w erefre shly
isolated and in c ubated fo r2 hr. 1もe c ells w e re re a cted with FIT C-1abeled a n n e xin V a nd analyz ed by a Ao w cyto m etry 仏 a ndB)･
Ann e xin V- n egativ e(C)a nd Ann exin V-pOSitive (D) cells wer es epa rated by a c ells o rter. Cytospin prepa r atio n swe r e m ade a nd
m o rpholog yof 也e cells w as ex amin edu nde r alight micr o sc op yafterM aylGru ndwal dGie msastaining(E and F).
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成 績
Ⅰ. ア ネ キ シ ン ∨結合 を用 い たア ポ ト ー シス 検 出法の検討
伝染性単核症 の 患者お よ び正 常対照 より単離 した末梢血単核
球を12時間培養 し, 培養前, 後そ れ ぞ れ の M N Cを フ ロ
ー サ イ
トメ トリ
ー に より 解析 した (図1). 正 常リ ン パ 球は 図の a領域
に, ア ポ ト
ー シス に至 っ た 細胞 は前方散乱 の 低 下 した 領域 (b
領域) に細胞集団と して 観察 できた . 双方 とも培養前 に はb領
域に細胞集団は見 られ なか っ た . 伝染性単核症 (図1 B) にお い
ては12時間培養後b領域 に細胞集団が観察 さ れ た が , 正 常対照
(図1 A) で は 12時間培養後もb領域に細胞 は ほ と ん ど検出さ れ
なか っ た . 培養彼 の 前方散乱低下 に より同定 さ れ る ア ポ ト ー シ
ス 馴包の 比率 m 領域/ a領域 +b領域)は 正 常対照で 2.8± 0.3 %
(平均 ± 標準偏差), 伝染性単核症で 27.2± 6.6 % であり, 後者
で明らか に ア ポ ト ー シ ス の 克進が認 め ら れ た b<0.001). 次 に,
培養後の 伝染性単核症患者 の 単核球をPIお よ び FITC標識 アネ
キシ ン Ⅴで 標識, a, b そ れぞれ の 領域 にお い て 2 カ ラー 解析を
行っ た (図1 C). b領域で は殆 どの 細胞 が ア ネキ シ ン Ⅴと結合 し,
か つ そ の 多く はPI陽性 であり , ア ポ ト ー シス に至 っ た 細胞集
団であ る こ と が 確認 さ れ た . 一 方 , a領域 で はPI陽性細胞 は殆
ど認め な か っ た が , 一 部 の 細胞 は ア ネ キ シ ン Ⅴ を強く結合 し
た.
さ ら に伝染性単核症患者 リ ン パ 球 を2時間培養, 前方散乱の
低下 の ない リ ン パ 球領域の 細胞をアネキ シ ン Ⅴ結合性 の 有無 に
より単離, そ れ ぞ れ の 形態学的特徴 を光学顕微鏡 に て比較 した
(図2). 短時 間培養細胞 はそ の 殆 ど全て が リ ン パ 球領域 に含ま
れ, 前方散乱の 低下 は全く認め ら れ なか っ た (図2A). こ れ ら
の 細胞の ごく 一 部 は 強い ア ネキ シ ン Ⅴ結合性 を示 し(図2 B),
セ ル ･ ソ 一 夕 一 に よ り ア ネキ シ ン Ⅴ を 全く結合 し な い 細胞群
(図2 C) と, 強くア ネキ シ ン Ⅴを結合す る細胞群(図2 D)が 単離
され た. ア ネ キ シ ン Ⅴ を結合する細胞 の 多く は l ク ロ マ チ ン の
凝縮傾向や核の 断裂な どア ポ ト ー シス に特 徴的な所見を示 し た
個 2F). こ の ような細胞は , フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に よ る解析
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セル ･ ソ 一 夕 一 に よ る単離や 洗浄の 過程 で形態学的変化を示す
ま で に 進行 した と考 え ら れ る . 従 っ て, こ の ような細胞 (前方
散乱 が正 常 でPI結合を示 さず, アネ キ シ ン Ⅴを強く結合する細
胞)を ｢ア ポ ト ー シス 指向性細胞｣ と して以 下 の検討を進め た .
一山 方 , アネ キ シ ン Ⅴ非結合細胞は通常 の リ ン パ 球形態を示 し,
細胞膜や 核の 構造も正常 に認め ら れ た (図2E).
Ⅰ . ア ポ ト ー シス なら びに細胞死検出感度の比較(図3)
伝染性単核症患者由来の リ ン パ 球を培養 し, 経時的な ア ポ ト
ー シ ス 細胞 の 出現をアネキ シ ン Ⅴ結合法と PI法と で検出感度を
比較検討 し た . ア ポ ト ー シ ス は前 方散乱 の 低 下 お よ びPI結合
性 , ある い は ア ネ キ シ ン Ⅴ結合性に よ り同定 した . ア ネキ シ ン
Ⅴ結合法 で は培養早期 よりFIT C強陽性 の ア ポ ト ー シス 指 向性
0 2 4 6 8 1012 14 16 18
ln c ubatio ntim e(hr)
Fig.3. Kin etic s of apopto sis dete cted by a n n e xin V binding
a nd PIuptake . Lympho cyte sfr o m a c ute infe ctio u s
m o n o n u cle o sis w e refr eshlyis olated andc ultu red fo rindic ated
Pe riods. Cells w e re r e a cted with a n n e xin V o rPIa氏e rthe
C ultu re. Per ce ntage s ofan n e xin V-binding c ells (ope n eircle)
a nd PI-PO Sitiv e e ells(clo s edcil
･



















































































Fig･ 4･ Dete ctio n ofan n e xin V-bindingc e11sin ac uteinfe ctio n. 1q mpho cyte sfro m a cute vir alin鮎ctio n w e re血
･
Shlyisolateda ndc ultu red.
Ann e xin V binding andPIuptake we re e x aminedsimulta neo uslybefo re 仏),3(B)a nd 12 hr(C)afte rthe cultu re.
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細胞が確認 され , 3時間後より急速 に軽時的 にそ の 比率 が 上昇
した . そ れ に 比 し, PI法で は培養開始3時間緩 ま で は 陽性細胞
は殆 ど出現せず, そ れ 以 後徐 々 に増加 した .
≠ . 急性感染症 に お け る ア ポ ト ー シス 指 向性 リ ン パ 球の積出
(図4)
急性感染症に お い て , 分離 し た M N C を培養 し, リ ン パ 球 の
ア ネキ シ ン Ⅴ結合 を経時的 に観察 した . 12時間培養 ま で は , 前







































始前 には ア ネキ シ ン Ⅴ結合性 を示す細胞 は極め て わず か しか認
め ら れ な か っ た (図4 A). しか し, 培養開始3時間後に は アネキ
シ ン Ⅴを強く結合す る細胞集団が出現 した (図4 B). こ れら の
細胞集団の 比率 は経時的 に増加 し , 本症例 で は 12時間後には
10･3 % に達 した (図4C). 一 方, ア ネキ シ ン Ⅴ結合の 有無 に関わ
らず , PI結合性 を示す細胞は殆 ど出現 しな か っ た . 急性感染症
(12例) と , 伝 染性単核症 (4例), 正常 対照(8例) に お い て 培養
前と培養12時間後の 変化 に つ い て ア ネ キ シ ン Ⅴ合細胞 の 比率を
0 1 2 0 1 2 0 12
Incubationtim e(hr)
Fig･ 5･ Co mpariso n ofpe rcentage s ofa n n exin V-binding c ells a m o ngdi 鮎r e ntgro ups. k mpho cyte s血
･
O m n Or m alco ntr oIs(A, n =8), aC ute

























Total CD 4 CD 8 CD 2 0 C D 1 6 Total CD 4 CD 8 C D 2 0CD 1 6
Fig･ 6. Ann e xin V bindingbydifEerentlym pho cyte s ubpopulatio n s. 匝 mpho cytes血･O mbacterialinfe ctio n 仏, n=15)a nd viralin良ctio n(B,
n ;13) w e reis olated and c ultu red for12 hr. The cells w ere re a cted with FI T C-1abeled an n eXin V a nd P E-C O njugated a nti-C D 4, anti,C D8･
anti-C D 1 60 r anti･C D 20mAbs. Ann e xin V 竜inding on e ach lympho cyte s ubpopulatio n w a s an alyz ed by atw o- C Olo rfow cyto m etry. 区士
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H L A- D R-P E
Fig.7. T hre e- C Olor an alysis ofann exin V binding o n a ctiv ated Tcells. M N C h
･
O m aC ute Viral infe ctio n s w e re c ultu r ed fo r12 hr a nd
an n eXin V bind ing o nlympho cyte subpopulatio n s w a s co mpa red by athr e e
- C Olorno w cyto m etry･ C D 4
+
T c ells(刃a nd C D 8
+
T c ells(B)
W eregatedsepa r atelybyPerC P flu o re sc e n ce. Ann e xin V bindinga ndexpre s sio n of C D 45R OorH L A
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Fig. 9. Inhibito ry effe ct of I し20 n apOptOSis ofa ctiv ated
lym pho cyte fro minfe ctio u s m on on u cle o si . M N C 血
･
O m a Cute
infe ctio u s m o n on u cle osis w er e c ultu r ed alo n e(ope n circle)o r
in the pr e s e n c e ofr e c o mbin a ntIL･2(200 U/ml) (clo s ed
Circle). T he cells w e re re a cted wi th F rr C-h beled an n e Xin V at
theindic atedtim epoints andthe pe rc e ntage s of an n e Xin VL











































比較検討し た (図5)■ 培養 開始前 は い ずれ の 群 に お い てもアネ
キ シ ン Ⅴ結合細胞 の 出現 は極め て少なく, 末梢 血 中に は膜表面
にP S を露出す る細胞 は殆 どな い と 考え ら れ た . 正 常対照リン
パ 球で は12時間後でもアネキ シ ン Ⅴ結合細胞の 出現は殆ど認め
られ な か っ た が (図5A 2･6± 0･8 %), 急性感染症で は培養12時
間後に ア ネ キ シ ン Ⅴ結合細胞が 正 常対象 に比 し有意に増加した
(図5B:14.8± 7.7 %, p< 0.00 1). さ ら に, 伝 染性単核症で は大
部分の 細胞 が強い アネ キ シ ン Ⅴ結合性を示 した (図5C:60.8士
7.4% , p< 0.00 1).
Ⅳ . リ ン パ球 亜群 に よ る ア ネキ シン ∨結合比率の比較
急性感染症 にお けるリ ン パ 球亜 群 の ア ポ ト ー シ ス 指向性を比
較する た め に , 細 菌感染症(15例) と ウ イル ス 感染症(13例)に
つ き, P E標 識抗 C D 4mA b, C D 8m Ab, C D 16mA b, C D 201nAb,
お よ び FIT C標識 ア ネ キ シ ン Ⅴ に よ る 二 重螢光染色 パ タ ー ンを
解析 し た (図6). 両群 と もB細胞 (C D 20陽性) の アネキ シ ンⅤ
結合比率 が高値を示 し, T細胞 亜群 (C D 4, C D 8陽性) の アネキ
シ ン Ⅴ結合比率 は比較的低値を示 した . ま た C D 1 6陽性NI(細
胞 で は , 殆 ど ア ネ キ シ ン Ⅴ結合 は観察 さ れ な か っ た . 細菌感染
症(図6刃 , な らび に ウイ ル ス 感染症(図6 B) にお ける リ ン パ球
全体で の ア ネキ シ ン Ⅴ結合比率は 7.6± 4.1 %, 7.7±3.1 % と有
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Fig･10･ Inhibito ry e鮎 ct of IL 2a nd IL 40 n apOPtO Sis of di 蝕r e ntlym pho cyte subpopulatio n s. M N C fro m acuteinfe ctio n s w er e c ultu red
fbr12hr eithe ralo n e, O rin thepre s e n c e ofr ec o mbin antII]2(200 U/ml)or r e co mbin antIし4(50ng/ml). T be cells w er e r ea ctd wi 也
F rr C-1abeleda n n e xin V and P E-COnjugated anti-C D 4, anti-C D 8, O r anti-C D 20mA bs.
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Fig.11. Dete ctio n of an n e Xin V
-bindinglympho cyte s afte r v a c cin atio n. M N Cw er eis olated before and 24hr afte rim m u niz atio nwi 也1iv e-
atten tlated vir u s v ac cin e s･ nl e C ells w e r e r e a cted with FIT C-1abeled a n n e xin V a nd P E-C O njugated anti-C D 4, a nti-CD8, O r a nti-C D 20
mAbs.
ンⅤ結合細胞の 比率は , 細菌感染症, ウ イ ル ス 感染症で そ れ ぞ
れは 1.2± 0.7% , 5.1± 1.2% b < 0.01), C D 8陽性丁細胞中で
はそれ ぞ れ 2.0± 1.2 %, 4.3士 2.0 %(p< 0.5) で あり, 細蘭感
染症に比 しウ イ ル ス 感染症 にお い て T細胞 で の ア ネ キ シ ン Ⅴ結
合比率が有意 に高い こ と が示 さ れ た.
Ⅴ
.
ア ネキ シ ン ∨結合細胞 にお ける 活性化抗原発現
急性感染症 に お ける T糸田胞 亜群 の 活性化抗原発現と ア ネキ シ
ンⅤ結合 と の 関連を 三重標識免疫螢光法 を用 い て検討 した .
PerC P陽性領域 に含まれ る C D 4陽性ま た は C D 8陽性丁細胞 に
関 して , P E標識抗 H L A- D Rm A b お よ び抗 C D 4 5 R Om A b,
FITC標識 ア ネ キ シ ン Ⅴ に よ る 二 重螢光染色 パ タ ー ン を解析 し
た. 図7に代表的な パ タ ー ン を示すが , 急性感染症に お い て は
C D4陽性細胞(図7A) で は C D45 R O陽性細胞 に選択的に ア ネキ
シ ンⅤが 結合 し, さ ら に こ れ ら の 細胞 は 弱い なが らも H L むD R
を発現し て い た. C D 8陽性細胞(図7B) に お い て も同様 の 傾向
が観察さ れた . こ れ ら活性化抗原の 発現 に つ い て , 急性 ウ イ ル
ス感染症13例 に関 して ま と め て 検討 した (囲軋 C D 4陽性 丁稚
胞(図8現 にお い て , C D4 5 R O陽惟細胞, 陰性細胞の ア ネ キ シ
ンⅤ結合細胞比 は そ れ ぞ れ 2 5.9 ± 10.4 %, 1.6 ± 1.3 %(p <
0.001), H L A-D R発現 細胞, 非発 現細胞の ア ネ キ シ ン Ⅴ結合細
胞比は そ れぞ れ 59.1± 12.4 %, 2,1± 1.7 %(p< 0.001) で あ っ
た . c D8陽性丁細胞(国8 B) にお い て , C D 45 R O陽性細胞 , 陰
性細胞の ア ネ キ シ ン Ⅴ 結合細胞比 は そ れ ぞ れ 29.6± 2 0.6 %
,
1･6士1,3 % b<0.001), HI A-D R発現細胞 , 非発現細胞 の ア ネ
キシ ン Ⅴ結合細胞比 は 3 7.9± 20.6 %, 1.3 ± 1.7% (p <0.001)
であり, C D 4陽性丁稚胞 , C D 8陽性 丁細胞 い ずれ にお い て も,
活性化抗原で ある C D 45 R O, H I A D R発現細胞 に お け る ア ネ キ
シン Ⅴ結合細胞比は非発現細胞 よりも有意 に高か っ た .
Ⅵ･ サ イ トカ イ ン添加 に よ るア ポ ト ー シス の 抑制(図9)
伝染性単核痘患者由来の M N CをⅠし2添加群お よ び非添加群
に分けて 一 定時間培養 し, アネ キ シ ン Ⅴ結合欄間比の 変化を経
時的に観察 した . 培養 開始後1 ～ 2時 間はⅠし2添加, 非添加群
に差異は ほ と ん ど認め られ な か っ た が , 3時 間後よりⅠし2添加
群はI L 2非添加群 に比 し明 らか にア ネキ シ ン Ⅴ結合細胞比率 が
低値を示 し た . Ⅰし2添加群で は, 培養 開始4時間以降 にお い て
アネ キ シ ンⅤ結合細胞の 比率が 一 定 となり増加が抑制さ れ た の
に対 して , 非添加群で は 経時的に アネキ シ ン Ⅴ結合細胞比率が
増加 し た.
急性 ウイ ル ス 感染症16例 に関 して , I L 2ある い はⅠし4添加群
と非添加群と に分けて12時間培養, そ の 後 リ ン パ 球亜 群 にお
け る ア ネ キ シ ン V結合の 解析を行 っ た (囲1 0). C D 4, C D 8,
C D 2 0い ずれ の 亜群 にお い てもⅠし2,Ⅰし4添加に よ る アネ キ シ ン
Ⅴ結合細胞比 に有意差 は認め な か っ た . しか し, 個々 の 症例 に
関 して 検討する と , C D8陽性細胞 にお い て はI L 2添加に より ア
ネ キ シ ン Ⅴ結合細胞比 が 著滅する症例が見 ら れ た . C D 20陽性
細胞 に お い て I L 2添加で は 全例で , Ⅰし4添加 で は16例中14例
に お い て ア ネ キ シ ン Ⅴ結合比 の 低下 を認 め た .
Ⅶ . ワ クチ ン 接種 に よ る ア ポ ト ー シ ス 指 向性細胞 の誘導(図
11)
ワ ク チ ン接 種後の リ ン パ 球亜 群 にお ける ア ネキ シ ン Ⅴ結合性
の 誘導 を 二 重標識免疫登光法 を用 い て 検 討 し た , す なわ ち,
P E標識抗 C D 4mA b, C D 8m Ab あ るい はC D 20mA b とFIT C標
識ア ネキ シ ン Ⅴ によ る 二重螢光染色 パ タ ー ン を解析 した . 症例
に よ る 変動が大き い が , ワ ク チ ン 接種24時間筏の 検討で は , 5
例小4例 にお い て ア ネ キ シ ン Ⅴ結合細胞比 が 増加 して い た . 各
リ ン パ 球亜 群に 関 して検討す ると , C D4 陽性丁細胞 にお い て は
5例 中4例 に ア ネ キ シ ン Ⅴ締合細胞比 の 増加が 認 め ら れ た .
C D 8陽性細胞 に お い て は5例中3例に増多を認め た . さ ら に,
C D20陽性細胞 は2例に お い て12 %前後の ア ネ キ シ ン Ⅴ結合が
認め ら れ , 仝例 の 平均 で も培養前後で 3.1 ± 0.8(払か ら 7.8±
4.0 9() p< 0.1)と 上 昇傾向を認め た .
考 察
核 の 形態学的特徴ヤ D N A断片化を指標 と し た ア ポ ト ー シ ス
の 検出法は 一 般 化 して い るが , こ れ ら は既 に不可 逆的な細胞死
に陥 っ た細胞の み が検出の 対象となり, ミ トコ ン ドリ ア の 変化
に 代表 され る ア ポ ト ー シ ス 早期の 変化を検出す る こ とは 一 般 的
で は なか っ た . 病 理組織 や臓器の 検索 に お い て はそ の ような ア
プ ロ ー チ が 有用で あるが , 末梢血 リ ン パ 球 が検討の 対象となる
場合, 形態学的変化を伴 っ た細胞群 が定量的評価の対象と して
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捉えられ る こ と は殆 どな か っ た . 今回の 検討 で は , ア ネキ シ ン
Ⅴ結合法が形態学的 に特徴的 な変化 を起 こ す以 前の , 細胞 膜リ
ン 脂質 の 分布異常を反映する鋭敏なア ポ ト ー シ ス 検 出法 であ
り, 特 に フ ロ ー サ イ トメ トリ ー 法 によ る検討 に は優 れ て い る こ
と が確認 され た. さ ら に本研究で は 短期間培養法を併用する こ
と に より, ア ポ ト ー シ ス シ グナ ル を受けな が ら ま だ膜 リ ン 脂質
の 分布異常 を発現 して い ない 細胞 を, ア ポ ト ー シ ス 指 向性細胞
と して 検出可能である こ とが 示 され た .
伝染性単核症で増加す る リ ン パ 球が 活性化 リ ン パ 球で あり ,
短期間の 培養 によ っ て 容易に ア ポ ト ー シ ス に 陥る こ と は既 に 報
告 され て い る
4)6)
. これ らの 細胞 は抗原特異的に活性化 さ れ 増加
し たリ ン パ 球で ある よりは , 非特 異的な増殖刺激 に より増加 し




一 方 , 一 般 の 急性感染症な ど にお い て は, リ ン パ 節 な ど
末梢 リ ン パ 組織 に お い て 抗原特異的 リ ン パ 球 の み が 活性化 さ
れ , その 数 は末梢 血全体か ら み る と ごく わずか で ある . こ の よ
う な細胞集団 が出現す る こ と を客観的 に捉え る方法は少 なく ,
また抗原刺激後 の 活性化リ ン パ 球 の 動態 に 関し て は殆 ど知 ら れ
て い ない . こ れ ま で , 破傷風 トキ ソ イ ド接種後 の 末梢 血 リ ン パ
球 に活性化抗原が 一 過性 に出現す る こ とが 報告 さ れ て い る 2
5)
.
しか し, 破傷風 トキ ソ イ ド を用い た 生体内抗原刺激系 は既 に基
礎免疫の 成立 して い る個 人 に 対 して 行 っ て お り , 抗原刺激後,
既 に プ ー ル さ れ た メ モ リ ー 細胞 の 急激 な拡大 が起 こ り, 末梢血
中 に活性化抗原発現細胞 と して 検出可 能であ っ た と考え ら れ
る . しか もこ の 実験 で は , 一 般 の 急性感染症 と は異 なり抗原刺
激 の 時期 が明ら か な た め , 抗原刺激後 一 定時 間で の 解析 が 可 能
で ある . 従 ら て , 経 時的な観察 が容易 でり, 一 過性 に 出現 した
活性化 リ ン パ 集 団を確認する こ と が可 能 であ っ た , ま た こ の 報
告 で指摘 さ れ て い る と おり , 活性化 リ ン パ 球 は急速 に末梢 血 よ
り消失 して お り , こ の よう な リ ン パ 球は 生 体内 で の 活性化後 ,
一 定の 機構 に より速 や か に流血 中か ら排除され る こ と が示唆さ
れ た .
末梢血 より分練直後の リ ン パ 球 を用 い た場合, ど の よう な検
体 であ っ て もア ネキ シ ン Ⅴ結合が殆 ど認め られ ず, 少 なく と も
膜 リ ン脂質 の分布異常を示す段階に ま で進行 し た ア ポ ト ー シス
は , 末梢血 中に は殆 ど検出さ れ ない こ とが 明 らか と な っ た . 膜
リ ン 脂質分布の 異常, 特 に PSを表出する こ と に よ り細胞 は マ
ク ロ フ ァ ー ジ な どに よ り速や か に 会食さ れ る こ とが 知 ら れ て い
る2 酬
.
ア ポ ト ー シ ス ヘ と進行 し つ つ あ る細胞が末梢 血中 に出
現 して も, 単球 な どの 細網内皮系の 細胞 に より膜 の 変化が認識
され 速や か排除さ れ る た め , こ れ ら の 細胞 は末梢 血中で検出さ
れ ない と考えら れ る . しか し, すで に ア ポ ト ー シ ス シ グナ ル を
受けな が ら膜リ ン 脂質の 変化が起こ る以 前 の 細胞 が末梢血 に存
在すれ ば , 短期 間の 試験管内培養中に ア ポ ト ー シ ス が 進行 , 膜
表面 へ の P Sの 表出が 起 こ り , さ ら に細胞 サ イ ズ の 減 少と PIの
取り込み が 観察さ れ る こ と が予測さ れ る . 試験管内培養系で は
こ の よ うな細胞 の 貪食や消失が急速 に起 こ る こ と は な い と 考え
られ , ア ネ キ シ ン Ⅴ結合細胞と し て 検出さ れ る可能性 が高 い .
伝染性単核症 の リ ン パ 球を用い た 検討で は, 短期 間培養に よ り ,
前方散乱が なく , PI結 合性 が な い に も関わ らず ア ネキ シ ン Ⅴを
強く結合する細胞が確認 され た . さ ら に単離 した細胞 の 形態学
的特徴 か ら, こ の ような細胞が短時間で ア ポ ト ー シ ス に 至 る細
胞である こ と が示 さ れた .
急性発熱性疾患患児の 末梢血 リ ン パ 球を用 い た場合 , 短 時間
上
培養後に明 らか な ア ネ キ シ ン Ⅴ結合細胞が 出現 して おり, これ
ら の 患者で は 末梢血中 に比較的多数の ア ポ ト ー シス 指向性細胞
が存在す る こ と が 示 さ れ た . し か し, そ の 程度 は1 2時間培養
後でもせ い ぜ い 10 ､ 20 % が圧倒的 に多く , 伝 染性単核症と異
なり ごく 一 部の リ ン パ 球 の み が ア ポ ト ー シ ス を 起 こ して い るこ
と が 示唆さ れ た . 一 方 , 正 常村照 で は培養彼の ア ポ ト ー シス は
殆 ど観察さ れ な い こ とか ら, こ の よう な リ ン パ 球 の 出現 は試験
管内培養に伴う非特異的現象 で は なく , 抗原刺激な どの リ ンパ
球活性化に特徴的な所見である と 考えら れ た .
細 菌感染症と ウイ ル ス 感染症 と に分類 し検討 できた 一 部の症
例 で は , 双 方 と もに B細胞 に アポ ト ー シ ス 指 向性 リ ン パ 球が多
数含ま れ て い る こ と が 明 らか に な っ た . B細胞 は活性化 の 指標
と な る 表面抗原が殆 どなく , 短期培養 にお ける ア ネ キ シ ンⅤ結
合性 の 発現 は生体内 にお け る B細胞活性化 の 指標 と して有用と
な る 可 能性 がある . また , ウ イ ル ス 感 染症 で は細菌感染症に比
し明ら か に T細胞 の ア ポ ト ー シス 指向性が克進 して い た. アネ
キ シ ン Ⅴ結合細胞 の 殆 ど大部分が B 細胞で あり , N K細胞が殆
ど認 め ら れ ない こと は , 前者が リ ン パ 節 内で 多数を占め, 後者
が リ ン パ 節 内に 殆 ど存在 し な い こ とを 反映 して い る と考えられ
る , した が っ て , 急性発熱性疾患 にお ける リ ン パ 球 の アネキシ
ン Ⅴ結合性 は, リ ン パ 節 な ど感染病原体 の 侵入 局所 に おける抗
原特異的リ ン パ 球の 活性化 を反映 して い る と考えら れ る. その
場 合, ア ポ ト ー シス 指向性リ ン パ 球 の 多く は活性化リ ン パ 球表
面形質を有 して い る こ とが 予想 さ れ る . 三 重螢光標識法の 結果
で示す よう に , ア ネ キ シ ン Ⅴ結合を示すT リン パ 球 の 殆どは
C D 45 R O陽性 であり, 弱 い なが ら H I A D R発現も増強し ている
こ と が示 さ れ た . 従 っ て , 末梢血 中 に認 め ら れ る ア ポ ト ー シス
指 向性 丁細胞の 大部分 は , 何 らか の 要因で 生体内で活性化され
た T細胞で ある こ と が 強く示唆 され た . A kba rら 27)2 8) は , E BV
や水痘帯状癌疹 ウ イ ル ス &a ric ella zo ste rviru S, VZ V)感染症に
お い て 末梢血 リ ン パ 球 の bcl-2発現 と ア ポ ト ー シ ス と の 関連を
検討, こ れ ら の ウ イ ル ス 感 染症 にお い て は リ ン パ 球の bcl-2発
現 の 低 下 と密接 に関連 し て ア ポ ト ー シ ス が 克進 して い ると 報告
して い る . また こ れ ら の 細胞が C D4 5 R O陽性 の メ モ 1) - T細胞
で ある こ と , ア ポ ト ー シ ス 細胞の 多くが C D 8陽性 丁細胞である
こ と を明 らか に し て い る 27). しか し , 彼ら の 検討 は従来の 形態
学的変化 な ど を指標 と し た ア ポ ト ー シ ス の 評価 で あり , また
E B V や V Z V 以外 の ウ イ ル ス 感 染症 に関する検討 や , 細菌感染
症 に関する検討 は記載 さ れ て い ない . また , B細胞 の ア ポ ト ー
シ ス に 関 して も検討 さ れ て い な い .
抗原刺激 に よ り活性化 され た リ ン パ 球 の ア ポ ト ー シ ス の 誘導
に 関 して , 硯在2 つ の 機序が 想定 さ れ て い る . 一 つ は活性化緩
和胞周期 に 入 っ た リ ン パ 球が 再 び抗原刺激 を受 け る こ と により
細胞 死 が 誘導 さ れ る , 活性化 に よ る細胞死 (a ctiv atio n-induced
c ell de ath,ju C D) で あり, もう仙山 つ は サ イ トカ イ ン の 枯渇によ
る 細胞死 で ある . 後 者 の 場 合はbcト2発現低 F`に よ る ア ポ ト
け
シ ス 感受性 の 克進が示 さ れて お り, 適切なサ イ トカ イ ン を外か
ら 補充する こ と に よりbcl-2発現 は増強, 細胞死 が 抑制さ れる･
Seki ら2さけ, 宮脇 ら3 )`)は , 放射線照射な ど に より誘導 さ れ たアポ
ト ー シス が , リ ン パ 球亜 群 に より異な るサ イ トカ イ ン添加によ
り抑制され る こ と を報告 して い る. こ の よう な試験管内の 実験
系で は , ア ポ ト ー シス の 誘導刺激 と同時 にサ イ トカ イ ン が潮目
さ れ て お り, また す べ て の 細胞が 同時 に ア ポ ト ー シ ス の 誘導シ
グナ ル を受けて い る . しか し, 実際 の 感染症 にお い て は発熱な
アネ キ シ ン Ⅴ結合法に よ る活性化リ ン パ 球の 検 出
どの 臨床症状を認め て 末梢血 を採取 した時期 が , ア ポ ト
ー シ ス
シ グナル , すな わ ち感染の 成立時期 と どの程度ず れ て い る か は
多様で , 症例 に よ り極め て差 が大きい こ と が推定 さ れ る ･ さ ら
に症例に よ り抗原刺激 の 濃度 や局所 で の サ イ ト カイ ン 産生 膿
度, 抗原刺激に関わ る補助細胞の 機能 な ど, 複雑 な抗原刺激微
小環境の バ ラ ン ス が 異なり , こ れ に より ア ポ ト ー シ ス 指 向性が
決定され る と 考え られ る . した が っ て , こ れ ら の 症例 で の リ ン
パ球の ア ポ ト
ー シス 指向性 に対す るサ イ トカ イ ン の 影響も多様
である こ と が 予測 され る . 本研究 で得 ら れ た結果もそ の ような
推定を支持す るも の で あ る . 特 に ア ポ ト
ー シ ス 指 向性 の 強い
CD 8陽性 丁細胞や B細胞で は
一 部 の 症例 に お い て 有意 な ア ポ ト
【 シス 抑制が 観察 され たが , 全くⅠし2やⅠし4添加 の 影響が観察
され ない 症例も数多く存在 した . さ ら に, C D 4陽性 丁細胞 はも
ともと アポ ト ー シス 指向性 が強く なく , サ イ トカ イ ン添加 の 影
響の 評価も困難であ っ た . B細胞 は殆 どの 症例でⅠし2,Ⅰし4の 添
加で アポ ト ー シス が 抑制さ れ お り, こ の 細 胞が急性感染症 にお
いて は活発に増殖 し, 末梢血 中に は種 々 の 段 階で ア ポ ト ー シ ス
にコ ミ ッ トさ れ た (方向づ けら れ た)細胞 が混在 して い ると い
うこ とが 示唆 され た. 通常の 感染症で は末梢血中B細胞が著明
に減少す る現象は観察 され ず, 急性感染症 に お い て は リ ン パ 節
における B 細胞 の 急激 な増殖 と末梢血 の 流出 が持続的に起 こ
り, ア ポ ト ー シス によ り排除さ れ る細胞 と新た に 流出す る細胞
の均衡が と れ て い る こ と を示唆する . 一 方, ウ イ ル ス 感染症 な
どで し ば し ば観察 さ れ る リ ン パ 球減少, 特 に T細胞 の 比較的減
少はT細胞 の 活性化 と ア ポ ト ー シ ス の 克進 を 反映し て い る と考
えられ る . お そ らくT細胞 の 場合に は B細胞 ほ ど著明 な細胞分
裂は起 こ らず, 末梢血 中 の T細胞減少が起 こ り や すい と考え ら
れる
31):主2)
未感染者 に対す る ワ ク チ ン 接種に より , こ の よ うな 臨床症例
での複雑 な抗原刺激状況 を多少整理 し, 抗 原刺激後の ナ イ ー ブ
T細胞の 活性化と ア ポ ト ー シ ス 誘導 に関 し て 単純化 し た モ デ ル
を提供 し てく れ る こ と が 期待 され る . 今回の ウ イ ル ス ワ ク チ ン
接種は, 事前 に抗体価が陰性の 末感作症例 を選ん で お り , 反応
し活性化 され る リ ン パ 球は 主と して 未感作の ナ イ ー ブ細胞が 中
心となる と考 え ら れ る . 今 回の 検討で は 主と し て B細胞 に, ま
た 一 部の 例で はC D 8陽性 丁細胞に明ら か な ア ネキ シ ン Ⅴ結 合性
が誘導さ れ て お り, 梅め て 短期間の 内 にリ ン パ 球の 満作化と ア
ポト ー シ ス 指 向性が決定 され る こ と が 示唆 され た . 抗 原刺激微
小環境 に お い て は, 抗原刺激 に関連の ない と こ ろ にお い て の サ
イトカ イ ン 産/H ニよ る メ モ リ ー T細胞 の 抗原非特異的浦性化と
増殖が起こ る こ と が 報告さ れ て い る:-‥l) . し た が っ て , 急性 感染
症の 検討 で は , 多様 なサ イ トカイ ンJ削二に よ り 二次的に溝ヤHヒ
された リ ン パ 球が ア ポ ト ー シ ス に誘導 され る 叶能惟 を軒走出来
ない
. しか し, ワ ク チ ン 接種 に よ る ア ポ ト ー シ ス 指向惟リ ン パ
球の 出現 は接種後極め て短時間 の う ち に検討 され て お り , こ れ
らの サ イ トカ イ ン の 影響 は否定的であ る と考 え られ る. マ ウ ス
モ デ ル な どを用い た検討で は , ウイ ル ス 抗原刺激後の 抗原非特
異的丁細胞 の 活性化は早く とも2 ､ 3 日後か ら観察 され て お り ,
また
, ウイル ス 感 染後 の ポリ ク ロ ー ナ ル な T細胞反応 にお い て ,
この ような抗原非特異的 な括性化は影響 が弱く, む し ろ抗原特
異的活性化 の 影響 の 方 が 重要 であ る と す る 報告もあ る 瑚 . 今
回の研 究で示 さ れ た リ ン パ 球 の ア ポ ト ー シ ス 指向性 は, 抗原利
敵環境下 で の リ ン パ 球活性化を比較的忠実 に反 映 し てい ると 考
えられ る .
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以 上 , ア ネキ シ ン Ⅴ結合によ る ア ポ ト ー シス 指向性 リ ン パ 球
の 検討 は , 生 体内で の リ ン パ 球活性化の 新た な指標と して 極め
て 有用 である可 能性が示さ れ た . 特 に, 今回検討の 対象とな っ
た急性発熱性疾患 の み で なく , リ ン パ 球亜 群の 一 部が 活性化す
るあら ゆ る病態 にお い て , 同様 の ア ポ ト ー シス 指向性 の 克進が
観察 さ れ る可 能性が考えら れ る. す なわ ち, リ ン パ 球 活性化機
序 が病態 に関与す るある種の 自己免疫性疾患や , ス ー パ ー 抗原
刺激 に伴う特定 の T細胞 レ パ ー トリ ー の 活性 化な どの 解析 や病
態評価 に は威力を発揮する こ とが 予想 され る . 今後 さ ら に種 々
の 病態 にお ける アポ ト ー シス 指向性リ ン パ 球の 出現 を経時的に
検討す る と とも に, 可能な 症例で は これ らの リ ン パ 球 に特定 の
抗原 特異性を有す るリ ン パ 球集団が濃縮 され て い る か 否か に つ
い て検討す る必要がある.
結 論
小児の 急性感染症に お ける末梢血 アポ ト ー シス 指 向性 リ ン パ
球 の 評価 を アネ キ シ ン Ⅴ符合法 を用 い て 行い , 以 下 の 結論 を得
た
.
1 . 短期 間, 試験管内培養 により ア ネ キ シ ンⅤ結合を誘導す
る こ と に よ り, 形態的変化を起 こ す以前の , ア ポ ト ー シ ス 早期
の リ ン パ 球を鋭敏に検出す る こ と が 出来た .
2 . 急性感染症 にお い て , 末梢血リ ン パ 球を短期培養する こ
と に より ア ネ キ シ ン Ⅴ結合細胞の 出現 が 認め られ た . 正常対照
に お い て こ の ような細胞は殆 ど認め られ ず, ア ポ ト ー シス 指向
性 リ ン パ 球の 検出は急性感染症に特徴的と考 え られ た .
3 . ウ イ ル ス 感染症, 細菌感染症の い ず れ にお い て もア ポ ト
ー シ ス 指 向惟 リ ン パ 球 の 大部分は B細胞で あ っ た . しか し, ウ
イ ル ス 感染症に お い て は T細胞のⅧ一 部 に明 らか な アネキ シ ン Ⅴ
結合性が観察 され た .
4 . ア ネキ シ ン Ⅴを結合す るT細胞の ほ と ん どは C D 45 R O な
ら び に HI A D Rの 活性化抗原を発 現 し, 急性感染症 にお け る ア
ポ ト … シ ス 指向惟 丁細胞は そ の 殆 どが 活性化リ ン パ 球で ある こ
と が 小さ れ た.
5 . 急惟感架症 にお い て , Ⅰし2 なら び にⅠし4 の アポ ト ー シ ス
に 対す る 影響 は多様 であ っ た が , 一 郭の 症例 で はC D 8陽性細
胞や B細胞 にお ける 著明な ア ポ ト ー シ ス 抑制が 認め ら れ た.
6 . 弱毒牛 ウ イ ル ス ワ ク チ ン接 種 に お い て , 接種筏24時間
で 人部分の 症例で▼i二と して B細胞の-･ 部 にア ネキ シ ン V結合性
が確認 さ れ た . T細 胞に お け る ア ネキ シ ン Ⅴ結合性 も増加傾向
をホ し た.
以 ヒの 結果 よ り, ア ネキ シ ン Ⅴ結合に よ る ア ポ ト ー シ ス 指向
性リ ン パ 球の 検H=よ, リ ン パ 球括惟化の 新た な指標と して 梅め
て 有川で あ る と 考え られ た .
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Pr Olifer ate and diffe re ntiate within the mic ro e n viron m e nt a nd a refu rthe r r e c ruited to the periphe ry to e x e rt their effbcto r
fun ctio n s. T he m叫O nty Ofthese cells,howe v er, u ndergo apoptosis, a nd ar e r apidly cle a red 丘om the cir c ulatio nby phago cytlC
Ce11s, Itisthu s rare todetec ta ctiv ated lympho cyte s within pe riphe r al blo od a s a nindic at or of in




-CO mmitted lym pho cyte s
=
w e reidentified by a n n e xin V binding a ss ay･ An n e xin V binds speCific allyto
Phosphatidylserine(P S)which is e xpo s ed o nthe c ells u rfa c e at a n e arly pha s e ofthe apoptoticpr o c es s･ Apoptosis -C O m mitted
lymphocytes wer e no tdistinguishable fro m n o r m al lymphocytesbefo r e c ultu rl ng;they sho w ed n o rm al fo w a rd lights c atte r a nd
theydidnotbind propidiu miodide(PI). Ho w e v er, PSw a s cha r a cte ristically e xpl
-
e SSed o nthe c ells u rfa c e afte rbrief in - Vitr o
Cultu ring a nd e xhibited str o ng binding of flu o res c ein is othio cya na te
- C O rUugated a n n e xin V ･ Fr e shly lS Olated lymphocytes,
Whetherfro m nor m al c o ntroIs o rfro mpatie nts with a c uteinfe ctio u sdis e a ses, didn otbind a n nexin V ･ How e v e r, a Slgnific a nt
&actio n of lym phocytes fro mthe a c uteinfectio npatie nts exhibited stro ng binding a n n e xin V a鮎 r beingcultu re･ 1n c o ntr a st･
lympho cyte sh
･
O m n O rm al c o ntr oIs didn otbind a n n e xin V e v e n a什er c ultu rlng, S ug ge Stl ng that the ap pe a ra n c e ofapoptosis-
CO mmitted lymphocytesis char a cteristic ofa c uteinfe ctio n s･ T he m EUO rlty Ofthe a n n e xin V
-bindinglympho cyte s w e reB c ells
both in ba cte rial a nd viral infe ctio n s. A s m alle r, but sti11slgnific a ntfr a ctio n of Tc ells als obo u nd a n n e xin V in viral
infec tio n s. Natu ral kille r(N K)c e11s didn ot sho w a ny a n n e xin V binding･ M o st ofthe a n n e xin V -binding T c ells e xpre s ed
HLA- D Ra nd C D 45 R Oo ntheir c ells u rfa c e s, indic atlng that the s eT cells a re a ctivated in- Vivo ･ A d dition ofIし2 0 rIし4
exhibited a v a riable effe cto n apopto sis , but a n n e xin V binding of Bcells a nd C D 8
｢
T c ells w a s rn al･kedlyinhibited in s o m e
C aSeS･ Apopto sis
- C O m mitted lymphocyte s w e redete ctable 24 ho u rs after lnJeCtio n of liv e
- atte n u ated viru sim m u niz atio n･
Significantn
･
a Ctio n s of Bc ells a nd s m allfr action sof Tc e11sbo u nd a n nexin V afterin - Vitr o c ultし1rlng. T he s e re s ultsindic ated
that anexin V binding ofapopto sis
- C O mmitted lympho cyte sdire ctly r eflec ts in
- Viv o a ctiv atio n of lym pho cytes after a ntlge n
Stim ulation ･ T his a s s ay m ay thu spro vide a n o v el a nd m u ch m o r e s e n sitive indic ato r of lyInPhocyte a ctiv atio ntha n
COnVe ntio n alc ellsu rface a n alysI S･
